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Resumen y Abstract III 
 
Resumen 
Physalis peruviana L., es un cultivo de importancia nacional atribuida a su potencial para 
ser exportada como fruta fresca. Sin embargo, presenta heterogeneidad de plantas y por 
ende en las características de la fruta, además de problemas de sanidad que podrían 
abordarse a través del fitomejoramiento. Por lo anterior, el uso de herramientas 
biotecnológicas como el cultivo de anteras puede ser usado con el fin de acelerar el 
proceso de obtención de material homogéneo. No obstante, esta técnica requiere la 
verificación del número cromosómico y la naturaleza homocigota de las plantas 
obtenidas en condiciones in vitro. Por tal motivo, en el presente estudio se emplearon 
tres métodos para evaluar el nivel de ploidía, y determinar el más eficiente en cuanto a 
precisión y laboriosidad. La citogenética en células somáticas permitió conocer con 
precisión el número de cromosomas de plantas parentales y plantas provenientes del 
cultivo de anteras. Se encontraron plantas 2n = 4x = 48, 32 y mixoploides además, 
plantas n = 2x = 24. Por medio de citometría de flujo se obtuvo una cantidad promedio de 
ADN nuclear en un rango de 5,04 a 20,08 pg. Los marcadores microsatélites empleados 
mostraron plantas parentales heterocigotas, al igual que las provenientes del cultivo de 
anteras, condición que ha sido observada en plantas poliploides obtenidas por medio de 
esta técnica. 
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Abstract 
Physalis peruviana L. is a crop of national importance in Colombia due to its possibilities 
to be exported as fresh fruit. However, it has plant heterogeneity and therefore in the 
characteristics of the fruit, in addition it has sanity problems that could be approached 
IV  
 
through plant breeding. Therefore, the use of biotechnological tools as anther culture can 
be used in order to accelerate the obtaining of homogeneous plants. Nevertheless, this 
technique requires the verification of chromosome number and homozygous condition. 
Consequently, in this study, three methods were used to assess ploidy level, in order to 
choose the most efficient regarding to in precision and less laboriousness. By means of 
the cytogenetic approach in somatic cells it was possible to determine the number of 
chromosomes in donors and anther-derived plants with precision, 2n = 4x = 48, 32; 
mixoploids and, 2n = 2x = 24. The average nuclear DNA obtained by flow cytometry 
analysis was between 5,04 and 20,08 pg. The microsatellites markers analysis, displayed 
heterozygous condition for the donor plants, likewise, for those from anther culture, a 
condition that has been observed in polyploid plants obtained by this technique. 
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 Introducción 
La uchuva, Physalis peruviana L., es la principal fruta de exportación en Colombia. La 
producción nacional, para el año 2012, fue de aproximadamente 11.273 toneladas (t) con 
rendimiento promedio de 15 t/ha y exportaciones cercanas a los 30 millones de dólares 
(Agronet, 2014). El mercado se concentra en Países Bajos, Alemania, Canadá y Bélgica 
con alrededor de 6.300 t. La importancia comercial que ha adquirido la uchuva hace que 
los productores demanden mejores materiales, certificados y con resistencia a factores 
limitantes como por ejemplo el patógeno Fusarium oxysporum, causante de la marchitez 
vascular y del desplazamiento del cultivo hacia zonas con ausencia de este (González y 
Barrero, 2011). La producción de variedades o híbridos con disponibilidad de semilla 
genéticamente mejorada y con identidad certificada es posible mediante la consolidación 
de un programa de mejoramiento. 
 
 
Existen diferentes técnicas que contribuyen a la obtención de materiales genéticos. Entre 
ellas, el cultivo de anteras o de microsporas aisladas, es una gran alternativa para la 
obtención de variedades en corto tiempo, a través de la producción de líneas 
homocigotas. Por ello, Corpoica emprendió un proyecto para producir líneas 
genéticamente puras a través del cultivo de anteras (Suescún et al., 2011). Este método 
permite la recuperación de plantas haploides o doble haploides (DH), las cuales pueden 
convertirse en variedades directas o utilizarse como líneas parentales para la generación 
de híbridos. Las haploides son plantas con el número cromosómico gamético mientras 
las doble haploides son haploides que han sufrido duplicación del número gamético de 
cromosomas (Germana, 2011). En la haploidización de tetraploides (2n = 4x) se obtienen 
líneas dihaploides (2n = 2x) que mantienen considerable heterocigosidad (Veilleux, 
1999). La reducción de éstas permite la obtención de monoploides (2n = x) las cuales 
pueden ser duplicadas para obtener materiales genéticos puros. Además, el desarrollo 
de líneas completamente homocigotas, a partir de parentales heterocigotos, mediante la 
embriogénesis gamética, disminuye el tiempo necesario para producir plantas 
homocigotas en comparación con el mejoramiento convencional que emplea varias 
generaciones de autofecundación. 
 
 
A nivel citogenético las plantas de uchuva son variables, lo cual se atribuye al proceso 
evolutivo en el que se encuentra la especie por ser relativamente nueva en su 
domesticación. Menzel (1951) encontró 24 y 48 cromosomas en una revisión de 25 
especies del género Physalis. Por lo anterior, concluyó que 12 es el número básico para 
el género Physalis, siendo los materiales con 48 cromosomas tetraploides. Otros autores 
hacen referencia a la variabilidad, por ejemplo, Bracamonte et al. (1997) en su estudio 
reportan una dotación cromosómica 2n = 16 para P. peruviana o “capulí de la costa” que 
se distribuye y comercializa en Perú. Bala y Gupta (2011) reportan citotipos poliploides 
intraespecíficos diploides, tetraploides y octaploides, de la India y otras partes del mundo 
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y además, citotipos hexaploides que solamente se encuentran en la India. Lagos (2006) 
reporta 24, 32, 36, 48, 52 y 54 cromosomas, además mixoploidías. Rodríguez y Bueno 
(2006) mencionan un material silvestre con 24 cromosomas y, los ecotipos: Colombia 2n 
= 32 y Kenia 2n = 48. 
 
 
Dada la variabilidad citogenética en uchuva, antes de iniciar un proceso de producción de 
plantas a partir del cultivo de anteras o por programas de cruzamientos, se hace 
indispensable conocer el nivel de ploidía de los materiales que serán donadores o 
progenitores, respectivamente. De la misma manera, es indispensable realizar este 
análisis en las plantas obtenidas. Para ello, el conteo de cromosomas en células 
somáticas es el método más directo y preciso. Este, además de dar el número, permite 
determinar su estructura y estudiar el mecanismo de división celular. 
 
 
El proceso en citogenética es laborioso e intenso, por lo cual existen otras alternativas 
que pueden aminorar esfuerzos y recursos. Una técnica alternativa es la citometría de 
flujo. Con este método se mide en pocos segundos la fluorescencia de un gran número 
de núcleos teñidos, proporcionando una estimación del contenido nuclear de ADN dentro 
de tejidos somáticos de las plantas (Galbraith et al., 1983; Arumuganathan y Earle, 
1991). La ploidía del ADN reportada por citometría equivale a la cantidad de ADN 
constante de un complemento cromosómico completo. 
 
 
Una vez se ha determinado el nivel de ploidía es necesario conocer si las plantas 
provenientes de cultivo de anteras son homocigotas. La identificación puede realizarse 
mediante marcadores moleculares basados en PCR como los microsatélites (SSR). 
Estos marcadores son uno de los más informativos en la generación de huella molecular, 
estimación de la diversidad genética, mapeo molecular y mejoramiento asistido por 
marcadores, debido a su abundancia, hipervariabilidad y distribución aleatoria en el 
genoma (Wang et al., 2005; Chen et al., 1998). Además, son codominates, es decir, los 
dos alelos de un heterocigoto pueden ser identificados (Chani et al., 2000). 
 
 
Algunos trabajos sobre producción de haploides en el fitomejoramiento son los realizados 
por Dolcen-Sanjuan et al. (1997), Oliver et al. (2000), Morales et al. (2002). Por su parte, 
en doblehaploides, para la obtención de homocigotos los cuales pueden ser usados en 
programas de producción de híbridos, son los realizados entre otros por Claveria et al. 
(2005), Doi et al. (2010). Estos estudios concluyen sobre la relevancia de usar métodos 
que permitan la confirmación de la naturaleza de las plantas que serán usadas en futuros 
trabajos. 
 
 
Dada la importancia de la obtención y caracterización de materiales genéticos a partir de 
la técnica de cultivo de anteras, el objetivo de este trabajo fue conocer el nivel de ploidía 
de plantas de uchuva mediante tres métodos para elegir el más práctico y confiable. 
Además determinar a nivel molecular la condición homocigota o heterocigota de estas 
plantas. 
 
 
Materiales y métodos 3 
 
Materiales y métodos 
Este trabajo se desarrolló en el marco del proyecto “Producción rápida de material de 
siembra de alta calidad mediante la generación de líneas doble haploides a partir de 
genotipos comerciales e híbridos de uchuva”, financiado por el Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo Rural (MADR) y CORPOICA. Con este proyecto se generaron 415 plantas 
mediante el establecimiento en condiciones in vitro de anteras provenientes de botones 
florales. Se seleccionaron 40 plantas parentales o donadoras de anteras de acuerdo a 
criterios como: mayor vigor en porte, menor distancia de entrenudos y mayor número de 
frutos. Estas plantas fueron elegidas en 12 fincas productoras o comercializadoras de 
uchuva de los departamentos de Boyacá y Cundinamarca. Para realizar la introducción 
de las anteras, los botones florales se llevaron al Laboratorio de Cultivo de Tejidos 
Vegetales de CORPOICA, con el fin de hacer la extracción y siembra de las anteras en 
medios de cultivo bajo condiciones in vitro. Las actividades experimentales propias de 
esta investigación se realizaron en el Laboratorio de Genética Molecular Vegetal de 
CORPOICA.  
Material vegetal 
Para la presente investigación se analizaron a nivel citogenético y molecular 15 plantas 
donadoras o parentales provenientes de 5 fincas ubicadas en dos municipios de Boyacá 
y 34 plantas obtenidas a partir del cultivo de anteras de estos parentales (Anexo A). El 
número de plantas analizado corresponde al 12% del total de plantas producidas ya que, 
la finalidad de este trabajo fue evaluar el método más eficiente para la determinación del 
nivel de ploidía en uchuva. Además, se emplearon tres ecotipos de uchuva: Colombia, 
Kenia y Perú; caracterizados morfológicamente por Lagos et al. (2003) como parte de la 
colección Nariño de uchuva.  
Técnica citogenética  
La técnica citogenética consistió en establecer el ciclo celular y realizar el conteo de 
cromosomas. El primer paso es importante para determinar la hora en la que se 
presentan mayor número de células en metafases, conocida como hora mitótica. 
Posteriormente, las raíces se colectaron en la hora fijada para lograr una mejor 
visualización y conteo de los cromosomas. 
Ciclo celular en P. peruviana 
Para determinar el ciclo celular se extrajeron semillas de los ecotipos Colombia, Kenia y 
Perú y se sembraron en invernadero del C.I Tibaitatá a una temperatura de 24ºC. Con el 
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fin de obtener raíces, se dispuso en una bandeja de germinación una semilla por alveolo, 
en diez alveolos, usando como sustrato turba. Se hizo riego tres veces por semana hasta 
que las plantas alcanzaron un tamaño de 10 cm de longitud, en un periodo aproximado 
de cuatro meses. Posteriormente, se tomaron puntas de raíz de 2 a 3 cm de longitud a 
intervalos de una hora durante 24 horas y se fijaron en solución Carnoy (etanol absoluto: 
ácido acético glacial 3:1 v/v) (Orillo y Bonierbale, 2009) por mínimo dos horas y luego se 
conservaron en etanol al 70% a 4ºC hasta el montaje. 
 
Para la preparación de las láminas, las raíces colectadas se sometieron a hidrólisis en 
ácido clorhídrico (HCl) por 15 minutos. Luego se colocaron en un portaobjetos al cual se 
le adicionó una gota de orceína propiónica, se hizo squash y se observaron al 
microscopio. A continuación se registró la frecuencia de regresión4, profases, metafases, 
anafases y telofases en un total de 1000 células. 
 
Posteriormente, se determinó el índice de fases (IF) parciales dividiendo el número de 
células de cada fase entre el número total de células, multiplicado por 100. Luego, se 
calculó el índice mitótico (IM) parcial, el cual se halló a partir de la sumatoria de los 
índices de fases parciales. Posteriormente, se calculó el índice de fases totales a partir 
de la relación entre la sumatoria de los porcentajes de cada fase de la mitosis obtenidos 
para cada hora y el número total de horas (24 horas). Con estos porcentajes se 
determinó el IM total mediante la sumatoria de los índices de las fases totales. La 
duración relativa de cada fase y de la mitosis en general se estableció por la proporción 
de las células en cada fase de la mitosis respecto al total de células de la muestra (Tabla 
1). 
 
Tabla 1. Fórmulas para determinar índices relacionados con el ciclo celular 
ÍNDICE ABREVIATURA FÓRMULA 
Índice de fases 
parciales 
IF parcial (%) 
                          
                   
     
Índice mitótico 
parcial 
IM parcial (%)                       
Índice de fase 
total 
IF total (%)  
                                         
           
 
Índice mitótico 
total 
IM total (%)                                               
Siendo p, profase; m, metafase;  a, anafase; t, telofase 
Conteo cromosómico 
Con el fin de realizar el conteo cromosómico en células de punta de raíz, se germinaron, 
en invernadero, semillas extraídas de los frutos colectados por cada planta donadora, y 
se enraizaron esquejes de estas mismas plantas. Las raíces de las plantas obtenidas de 
cultivo de anteras se tomaron en condiciones in vitro aproximadamente a los tres meses 
de desarrollo. El procedimiento se lo propuesto por Rodríguez y Bueno (2006) al cual se 
le hicieron algunas modificaciones. Inicialmente, se colectaron puntas de raíz y se 
pretrataron con solución de colchicina al 0,25% diluida en dimetilsulfóxido (DMSO) al 2% 
por 2 horas a temperatura ambiente (~20ºC), esto con el fin de inhibir la formación del 
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huso mitótico. Luego, se colocaron en agua destilada desionizada a 37 ºC por 1 hora, la 
cual actúo como solución hipotónica. Posteriormente, se sometieron a hidrólisis ácida en 
HCl 1 N por 25 minutos a temperatura ambiente. Se hizo un ciclo adicional en agua 
destilada a 37ºC por una hora para obtener cromosomas distendidos sobre la placa. A 
continuación, sobre un portaobjetos se cortó la punta de la raíz, aproximadamente 2 mm, 
y se colocaron 2 o 3 gotas de orceína propiónica al 2% por 15 minutos, sobre éstas. 
Luego, se colocó el cubreobjetos y con la ayuda del borrador de un lápiz se dieron golpes 
suaves (squash) para lograr la separación celular. Por último, se hizo el conteo del 
número de cromosomas de 25 células por cada material genético y se registraron las 
mejores metafases con una cámara Sony, adaptada a un microscopio Olympus BX41 en 
aumento de 100X.  
Análisis de citometría de flujo  
El análisis de citometría de flujo se hizo en 5 plantas donadoras y 16 plantas obtenidas 
de cultivo de anteras en la Universidad del Estado de Oregón (OSU, por sus siglas en 
inglés) en EE.UU (Anexo A). Para el análisis de citometría se enviaron en tubos de 
ensayo dos plántulas de uchuva por cada material, previa obtención del permiso para 
importar material vegetal con fines experimentales No. PDEP-12-00293 emitido por 
APHIS-USDA. La selección del material para este análisis se hizo de acuerdo con el 
número cromosómico obtenido por citogenética, de modo tal que por cada planta 
donadora se hubiera obtenido al menos una planta con 24 y otra con 48 cromosomas. 
Igualmente, para establecer la reproducibilidad de los resultados se envió una réplica 
biológica de los parentales EE1 y EE3, con lo cual se analizaron en total 23 plántulas 
(Anexo A). 
 
En el análisis de citometría se usaron como control núcleos diploides de células de 
trucha, de acuerdo con el protocolo de OSU. Con los resultados se calculó el contenido 
de ADN de cada material. Para esto, se estableció la relación entre la media del pico más 
alto en el histograma, correspondiente a células en etapa G1 del ciclo celular, y la media 
del pico G1 de la muestra control, y se multiplicó por 5,05 picogramos (pg), valor que 
corresponde al contenido de ADN del control. Además, se determinó el nivel de ploidía 
de cada uno de los materiales mediante comparaciones realizadas con el control 
diploide. Para ello, se tuvo en cuenta la ubicación del pico G1 del control y la posición del 
pico G1 de cada muestra.  
Análisis estadístico  
La relación estadística entre el número cromosómico y la cantidad de ADN se determinó 
mediante un análisis de regresión simple. Igualmente, se usó el coeficiente de 
determinación (r2) para comprobar el ajuste de las observaciones (Steel y Torrie, 1980). 
En este caso se empleó como variable independiente el número cromosómico bajo la 
premisa de que la citogenética ha sido el método tradicional para conocer el nivel de 
ploidía. 
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Caracterización molecular con marcadores microsatélites 
(SSR) 
Los tres ecotipos de uchuva, Colombia, Kenia y Perú se usaron para estandarizar las 
condiciones de amplificación con los marcadores moleculares microsatélites (SSR).  
Extracción de ADN   
El ADN total se aisló a partir de hojas jóvenes siguiendo el protocolo CTAB/cloroformo - 
alcohol isoamílico (Doyle y Doyle, 1987; Rocha, 2002) con algunas modificaciones del 
Laboratorio de Genética Molecular Vegetal de CORPOICA. En este procedimiento se 
utilizó aproximadamente 500 mg de hojas maceradas con nitrógeno líquido. Se adicionó 
buffer de extracción (0,15 M Tris-HCl pH 8,0; 0,015 M EDTA pH 8,0; 1 M NaCl; 5% β-
mercaptoetanol; 1% CTAB y 1% PVP 360000) y se incubó a 65ºC por 30 minutos. 
Posteriormente, se utilizó fenol equilibrado y cloroformo: isoamílico en un mismo paso, 
para eliminar contaminantes como proteínas y fenoles. Se realizaron dos precipitaciones, 
la primera con 2-propanol seguida por limpieza con cloroformo: isoamílico del pellet 
diluido en agua destilada, la segunda precipitación se hizo con acetato de sodio e 
isopropanol. Por último, se realizaron dos lavados con etanol al 70%. El ADN obtenido se 
diluyó en TE/RNAsa.  
 
La calidad del ADN se verificó en geles de agarosa al 1%, en cámara de electroforesis 
horizontal Horizon 58 (Life Technologies), teñidos con bromuro de etidio a 0,1 µg/mL, se 
corrió a 100V por 15 minutos usando la fuente de poder Bio-Rad 1000/500. La 
concentración y pureza del ADN se determinaron por medio del espectrofotómetro UV 
260/280 (Beckman Du530).  
Amplificación del ADN 
Se amplificó el ADN de tres ecotipos de uchuva (Colombia, Kenia y Perú) con 21 
marcadores moleculares microsatélites (SSR) específicos para uchuva. Estos 
marcadores fueron desarrollados en CORPOICA como parte de una investigación 
paralela (Simbaqueba et al., 2011) (Tabla 2). Las condiciones de amplificación usadas 
fueron: 1 X buffer de PCR; 2 mM MgCl2; 0,2 µM dNTPs; 0,2 µM primers; 0,05 U/µl de Taq 
polimerasa y 15 ng/µL de ADN, para un volumen final de 15 µL por reacción. El ciclo de 
amplificación consistió en denaturación inicial a 95°C por 3 minutos seguido por 35 ciclos 
de 95°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos y 72°C por 90 segundos y una 
extensión final de 72°C por 8 minutos. El producto de PCR fue verificado en geles de 
agarosa al 1% teñidos con 0,1 µg/mL de bromuro de etidio y en geles denaturantes de 
poliacrilamida al 6%, 5 M urea teñido con nitrato de plata. 
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Tabla 2. Cebadores SSR usados en la amplificación del ADN de los ecotipos de uchuva 
Colombia, Kenia y Perú. 
Marcador 
SSR 
Primer Forward Primer Reverse 
2 CATTGGGTTTCGCATCCAT AGACAAGCCTAGGGGAAAGG 
9 TGCTCCGAGTTTTAGGGTTC GCAGTTGGTAAAGTTGAGAGACG 
18 CAGAGTGATTACCTTGGACGAA TGTCCATTTTAGTCGCCAAT 
37 CCAACTGAATCAACACACAGC CCACACTGAAAAAGGGATCTG 
46 CACCCATTTGCCCATTTC TGTTTGGAATACTGCGTGAGAC 
57 AGTGAAAAGCAGCCCATTCT GGCGAAGCTGAATTGAAAAA 
67 GCTTCTGTTCCATTATTCACCA GCAGTGTGGGATCAATCAAT 
68* GAAGCAAACAACTACACCCAAA AAGCCTCGGATTTCATAGCA 
72 GTGCTCGCAGTTTCTTCAAA CCGCCGTTACTTCCTAATCA 
77* CATACCATAACTCCCCATCTCTC TGCCGATTCTGATTTCTTCC 
87 TGATTTTTCTACATGGGGTTG GGGGTGGTTGTGTTTGAAAT 
107 CATCCAACACCAGAAATACGC TCCAACTTTATCATTTCTTCCAC 
110 CACCCATATCCCAATCTTCTTC GGGTAATTTTCACGGGGAAT 
112* CTACGCCTACCACTTGCACA CAGTGGAAGCCTCAAGATCC 
121 AGCAACCTCCCAATCAGCTA TGGTGAGTAAATGGGGGAAA 
123** TCAGTGGAGCGCGTATATCT GCGATCTCACCAAACCTCTC 
126** TCCAAAAAGAAAACAAAAACACT TTGAATGCATGTTTGATGGA 
128 TGGCACTAACCCTCCCTTAC CCGCCGTTATGTCTGTCAGT 
129 CTTGGTACCTCTCGCTGGTG TTTTCTTCCATACGTCAAAAACA 
138** TCCGATCACTACTTCAGCACG CAATTCGGGTTGTGAATCGGGT 
146** AGGCTAATGAGGACGAAGCA GGTTGCATTACAAAGCACTGA 
* Marcadores polimórficos entre los ecotipos Colombia, Kenia y Perú. 
** Marcadores monomórficos entre los ecotipos y con presencia de dos bandas. 
 
Los marcadores con los cuales se observaron diferencias entre los ecotipos fueron 
usados para amplificar el ADN de las plantas parentales. Igualmente, se usaron los 
marcadores SSR 123, 126, 138 y 146, con presencia de dos bandas en los ecotipos, 
para establecer la condición homocigota o heterocigota de las plantas generadas.  
Análisis estadístico 
Para evaluar las relaciones genéticas entre los genotipos, los datos alélicos se 
convirtieron a datos binarios, es decir, 0 y 1 para ausencia y presencia, respectivamente. 
El índice de similaridad fue calculado mediante el coeficiente de Dice (1945) utilizando el 
método UPGMA (Método de agrupamiento no ponderado con medias aritméticas por sus 
siglas en inglés). Además, se construyó un dendrograma con el software NTSYSpc 
(Numerical Taxonomy System for Personal Computer) versión 2.02g (Rohlf, 1998). 
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Resultados  
Técnica citogenética  
El procedimiento empleado permitió determinar la duración del ciclo celular de P. 
peruviana y el número de cromosomas de plantas parentales y obtenidas en el cultivo de 
anteras. Lo cual se describe a continuación. 
Ciclo celular en P. peruviana  
El conteo de las células por cada hora del día permitió determinar la duración del ciclo 
celular. El 95,1% del ciclo fue ocupado por la interfase, mientras la mitosis ocupó 4,9%, 
con células en alguna de las etapas del proceso de división celular (Tabla 3). Dentro de 
la mitosis, se encontró mayor porcentaje de células en profase (2,56%), seguido por 
metafase (1,17%) y con valores muy cercanos entre anafase (0,65%) y telofase (0,51%). 
Lo anterior expresado en horas equivale a 22,8 h en interfase y 1,2 h en mitosis, 
correspondiendo 16 minutos al estado de metafase. 
 
Tabla 3. Índice de fases (IF) totales, índice mitótico (IM) total y duración relativa del ciclo 
celular en plantas de uchuva (Physalis peruviana) bajo condiciones controladas en 
invernadero. 
 INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE Total 
Frecuencia 23955 646 295 165 128 25187 
IF total 95,11 2,56 1,17 0,65 0,51 100 
Duración 
(horas) 
22,83 0,62 0,28 0,16 0,12 24 
Duración 
(minutos) 
1369,8 37,2 16,8 9,6 7,2  
IM total 4,89 
 
La hora mitótica, la cual corresponde a aquella con el mayor porcentaje de células en 
metafase, se encontró entre 1 y 2 pm, esto se estableció de acuerdo al índice de fases 
parciales en metafase (Figura 1). Dado lo anterior, para las condiciones de invernadero 
en Tibaitatá, esta fue la hora más apropiada para realizar la colecta de raíces. El IF% m 
para la hora mitótica correspondió a 2,16% lo que representa 1,3 minutos. 
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Figura 1. Índice de fases parciales metafases (IF%m) por cada hora del día.  
Conteo cromosómico  
En los ecotipos Colombia y Kenia se encontraron 48 cromosomas, mientras en el ecotipo 
Perú el número de cromosomas fue 44 (Anexo B). Igualmente, las plantas parentales 
mostraron un número cromosómico igual a 48, excepto el donador G-3 en el que se 
encontraron 32 cromosomas. Por su parte, en las 43 plantas de cultivo de anteras se 
presentaron números cromosómicos iguales a 24, 32, 36, 48 y mixoploidías (Tabla 4, 
Anexo C). Cabe resaltar que se encontraron 7 plantas mixoploides, es decir, mostraron 
más de un número cromosómico en las células del tejido meristemático radicular, en un 
rango que varió desde 32 hasta 96 cromosomas. Estas plantas provienen de 7 plantas 
donadoras diferentes de cultivos comerciales. Además, es apropiado mencionar que dos 
plantas obtenidas por cultivo de anteras derivadas del parental G-3 (2n = 32) presentaron 
24 cromosomas y las otras dos presentaron 32 cromosomas, el mismo número del 
parental. 
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Tabla 4. Número de plantas, provenientes de cultivo de anteras, por cada número 
cromosómico y por cada planta donadora 
Código del 
material 
NC* 2n = 24 2n = 32 2n = 36 2n = 48 
Mixo- 
ploidías 
Total 
generadas 
por 
donador 
EE1 48 1   1  2 
EE3 48 1    1 2 
B4 48    1  1 
B5 48 1     1 
LE1 48 1   1  2 
A3 48    1 1 2 
A5 48 1     1 
A7 48 5 1  3 1 10 
A8 48  1 1 2 1 5 
A9 48 1     1 
A10 48 6    1 7 
A13 48 1     1 
A16 48     1 1 
A19 48    1  1 
G-3 32 2 2    4 
G-4 48 1    1 2 
Total plantas / 
NC 
 21 4 1 10 7 43 
*NC= número cromosómico 
 
Además, se observó que el mayor porcentaje de las plantas, derivadas de cultivo de 
anteras presentaron 24 cromosomas (49%), seguido de plantas con 48 cromosomas 
(23%) y plantas mixoploides (16%) (Figura 2).  
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Figura 2. Porcentaje de plantas obtenidas del cultivo de anteras por cada número 
cromosómico. 
Análisis de citometría de flujo  
El contenido promedio de ADN para las 23 plántulas analizadas por citometría de flujo 
osciló entre 5,04 y 20,08 pg, con un coeficiente de variación (CV) por cada lectura en el 
rango de 1,92 a 5,64. En este caso el CV hace referencia a la desviación típica de la 
media del contenido de ADN nuclear por conjunto de células leídas en el citómetro. 
 
  
n = 2x = 24 
49% 
2(n-4) = 3x = 
32 
9% 
2(n) = 3x = 
36 
3% 
2(n) = 4x = 
48 
23% 
Mixoploidías 
16% 
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Tabla 5. Contenido de ADN nuclear y nivel de ploidía determinado por citometría de flujo 
en 23 plántulas de uchuva.  
 
Código de la 
muestra 
Número 
cromosómico 
Contenido 
promedio de ADN 
(pg) R1 y R2 
Coeficiente 
de 
variación 
Ploidía 
 Control  5,05 2,59 Diploide 
1* EE1 48 10,24 2,72 Tetraploide 
2 EE1 R2 48 9,97 1,92 Tetraploide 
3 G2 48 15,72 5,64 Hexaploide 
4 G3 24 5,16 2,09 Diploide 
5 EE3 48 10,15 2,59 Tetraploide 
6 EE3 R2 48 10,05 2,30 Tetraploide 
7 G1 32-44-46 10,03 2,12 Tetraploide 
8 G4 24 5,12 2,27 Diploide 
9 LE1 48 10,16 2,90 Tetraploide 
10 I1 24 5,10 2,28 Diploide 
11 I2 48 10,28 2,29 Tetraploide 
12 G-3 32 10,46 2,54 Tetraploide 
13 K4 32 5,15 3,74 Diploide 
14 K17 24 5,12 1,99 Diploide 
15 K23 24 5,08 2,42 Diploide 
16 K78 32 10,29 2,50 Tetraploide 
17 A7 48 10,17 1,97 Tetraploide 
18 H24 24 5,11 2,14 Diploide 
19 H30 24 5,27 2,72 Diploide 
20 H33 56-70-80-82-96 20,08 2,83 Octoploide 
21 H51 24 5,15 2,47 Diploide 
22 H54 24 5,04 2,73 Diploide 
23 H55 48 9,96 3,04 Tetraploide 
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*Las filas sombreadas corresponden a los parentales seguido de plantas obtenidas a 
partir de cada parental. 
 
En relación con el total de las plantas obtenidas por cultivo de anteras, la media fue de 
7,98 con desviación de 4,52 (Tabla 6). Los resultados por grupo de plantas fueron los 
siguientes: en los parentales y en los ecotipos el contenido promedio de ADN fue 10,23 
pg con 0,13 en la desviación estándar, siendo consistente en las réplicas de las dos 
plántulas EE1 y EE3. El grupo de plantas con 24 cromosomas presentó la menor 
variación y contenido promedio de 5,13 pg; seguido por plantas con 48 cromosomas cuyo 
promedio fue de 11,99 pg; a continuación el grupo de plantas con 32 cromosomas con 
7,72 pg; en tanto que el grupo de las mixoploides tuvo la mayor variabilidad y un 
promedio de 15,06 pg (Tablas 5 y 6). 
 
Tabla 6. Contenido promedio de ADN por cada grupo de plantas según número 
cromosómico  
 
Parentales 
y ecotipos 
Plantas 
generadas 
2n = 48 2n = 32 n = 24 Mixoploides 
Cantidad de 
ADN (pg) 
10,23 7,98 11,99 7,72 5,13 15,06 
Desviación 
estándar 
0,13 4,52 3,23 3,63 0,07 7,10 
 
Según la comparación para establecer el nivel de ploidía a partir de los histogramas, se 
identificaron plántulas di, tetra, hexa y octoploides (Tabla 5). Estos resultados fueron 
determinados a partir de la relación entre el contenido de ADN del control y de cada 
muestra. En el control diploide el valor promedio de células en G1 fue 51,25 (Figura 3a), 
mientras los parentales y las plantas con 48 cromosomas se ubicaron dos veces más 
lejos de éste por lo cual, se consideraron tetraploides (Figura 3c), excepto el material G2 
en el cual el contenido de ADN fue 3 veces el control, es decir, un material hexaploide 
(Figura 3d). Por su parte, en las plantas con 24 cromosomas el contenido y la ubicación 
corresponden al mismo valor del control, es decir, diploides (Figura 3b). En relación con 
las plantas 2n = 32, por citometría de flujo se encontró una diploide y una tetraploide. 
Respecto a las mixoploides se observó un pico definido en cada material 
correspondiendo al nivel tetraploide y octoploide. Éste último corresponde al material H33 
con 20,08 pg de ADN y media 203,75 (Figura 3e). En resumen, en los materiales 
diploides la relación control:muestra fue 1:1, en tetraploides 1:2; en hexaploides 1:3 y en 
octaploides 1:4. Es decir, un material diploide tiene la misma cantidad de ADN del control 
mientras, un tetraploide tiene el doble del control y el octoploide tiene cuatro veces más 
ADN que el control.  
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Figura 3. Histograma de cuatro plantas obtenidas por cultivo de anteras de acuerdo con 
el nivel de ploidía sugerido por los resultados de citometría de flujo. a. Control diploide; b. 
Diploide; c. Tetraploide; d. Hexaploide; e. Octoploide. 
 
En un trabajo preliminar con los parentales EE1, EE3 y LE1 se hallaron 9,30; 10,10 y 
10,25 pg de ADN, respectivamente. En la primera evaluación el control se corrió junto 
con la muestra mientras en este trabajo se corrió en una preparación aparte. La forma en 
la que se usó el control no influyó en los resultados obtenidos, por tanto, se puede 
afirmar que en uchuva la técnica es reproducible a través del tiempo. Además, el 
coeficiente de variación en cada una de las lecturas no fue mayor a 3, por lo que se 
consideran resultados confiables. 
 
La relación lineal entre el contenido de ADN y el número cromosómico tuvo un ajuste de 
0,72. Es decir, al conocer el número cromosómico de un individuo sólo se podría predecir 
en un 72% la cantidad de ADN de ese material genético. Además, la ecuación que 
describió esta relación fue y = 0,22x – 0,03. Por lo anterior significa que, la cantidad de 
ADN aumentaría 0,22 al aumentar un cromosoma. No obstante, el origen de la recta (-
0,03) sugiere que un cromosoma podría contener -0,03 pg de ADN, lo cual no es 
biológicamente posible. Este dato aporta información sobre lo que podría ocurrir al 
extrapolar hacia abajo, sin embargo, no se tienen plantas con menos de 24 cromosomas 
por lo es muy arriesgado realizar pronósticos en un rango de valores más allá de los 
disponibles. 
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Figura 4. Relación entre número cromosómico y contenido de ADN para 21 materiales 
genéticos analizados por citometría de flujo.  
Caracterización molecular con marcadores microsatélites 
(SSR) 
El protocolo empleado produjo ADN de buena calidad y pureza tanto en los ecotipos, 
como en las plantas parentales y en las obtenidas del cultivo de anteras (Figura 5). Se 
encontraron concentraciones de ADN entre 105 y 3.893 ng/µl, con relación 260/280 en el 
rango de 1,73 a 1,88 (Anexo A). 
 
    
Figura 5. Visualización de ADN de uchuva mediante electroforesis en gel de agarosa al 
0,8% teñido con bromuro de etidio.  
Amplificación del ADN de los ecotipos con marcadores 
moleculares SSR 
Al realizar la PCR con el ADN de los ecotipos Colombia, Kenia y Perú, solamente se 
confirmaron tres (3) de los 21 marcadores SSR como polimórficos 112, 77 y 68 (Figura 6 
y Tabla 7). Con estos tres marcadores, se observaron en total 9 alelos con un número 
promedio de 3 por locus en los tres ecotipos de uchuva (Tabla 7). Además, algunos de 
los marcadores presentaron bandas únicas para alguno de los tres ecotipos. De esta 
manera, el SSR 112 amplificó una banda de 195 pares de bases (pb) en el ecotipo Kenia, 
del mismo modo con el SSR 77 se identificó una banda de 210 pb en el ecotipo Kenia y 
una banda polimórfica de 220 pb en el ecotipo Perú y con el SSR 68 se observó una 
banda única de 185 pb en el ecotipo Colombia.  
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Figura 6. SSR polimórficos en los ecotipos Colombia (C), Kenia (K) y Perú (P).  
 
Tabla 7. Tamaño de banda de tres marcadores microsatélites en los ecotipos Colombia, 
Kenia y Perú de uchuva 
 Posición de la banda de acuerdo al marcador 
ECOTIPO SSR 68 SSR 77 SSR 112 
Colombia 235 190 185  217 215  205  
Kenia 235 190   217 215 210 205 195 
Perú 235 190  220  215  205  
Número de 
alelos 
3 4 2 
Rango del alelo 
(pb) 
185 - 235 210 - 220 195 - 205 
 
Caracterización molecular de las plantas parentales 
Los marcadores 68, 77 y 112, polimórficos en los ecotipos, se usaron con el fin de 
obtener un patrón de bandeo que permitiera hacer asociación con un ecotipo en 
particular. Sin embargo, la amplificación de las plantas parentales con los marcadores 
112 y 68 fue monomórfica y hubo ausencia de la banda identificada como discriminante 
por cada marcador; por tanto, con estos marcadores no se pudo realizar una huella 
molecular que permitiera asociar las plantas parentales con un ecotipo en particular. Al 
amplificar el ADN de los parentales con el SSR 77 se observaron cuatro alelos diferentes, 
con tamaños de banda: 220, 217, 215 y 210 pb; siendo siete parentales heterocigotos 
con dos alelos, mientras ocho fueron homocigotos.  
 
Además, de los tres marcadores mencionados anteriormente, se usaron los SSR 123, 
126, 138 y 146. Con los SSR 123 y 126 todos los parentales fueron heterocigotos por lo 
tanto se usaron para determinar la condición homocigota o heterocigota de las plantas 
provenientes de cultivo de anteras. Con el SSR 138 se observaron 13 parentales 
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heterocigotos de 14 evaluados. Por su parte, al amplificar con el marcador SSR 146, se 
identificaron nueve plantas parentales monomórficas; debido a esto, este marcador no 
fue empleado en la discriminación de la condición homocigota o heterocigota de las 
plantas provenientes de cultivo de anteras. En resumen, los marcadores más 
informativos fueron 123, 126 y 138 los cuales presentaron heterocigocis en los 
parentales, mientras el marcador 146 fue principalmente homocigoto y con el marcador 
77 la mitad de los parentales amplificaron dos bandas y la otra mitad una banda (Tabla 
8). 
 
Tabla 8. Número de plantas parentales homocigotos (Ho) o heterocigotos (He) por cada 
marcador molecular 
 
p77 p123 p126 p138 p146 
He 7 14 14 13 1 
Ho 8 0 0 1 9 
Total 15 14 14 14 10 
 
Caracterización molecular de las plantas obtenidas por cultivo de 
anteras 
Al realizar la amplificación del ADN de las plantas provenientes de cultivo de anteras, con 
el marcador 77, se observaron seis plantas heterocigotas y 15 homocigotas. Dentro de 
este grupo, la planta H24 cuyo número cromosómico fue 24 amplificó dos alelos o 
bandas. Inicialmente se esperaba ver en las plantas con 24 cromosomas solo un alelo, 
ya que presenta el número cromosómico gamético y por tanto sería una posible planta 
haploide. No obstante, la condición tetraploide de los parentales indicaría que estas 
plantas son diploides y por ello es posible la visualización de dos alelos por planta.  
 
Con el SSR 123 todas las plantas de cultivo de anteras fueron heterocigotas. Al 
amplificar con el SSR 126 la mayoría fueron heterocigotas excepto las plantas H17, H31, 
H41 y H45, las cuales fueron homocigotas. Igualmente, con el SSR 138 todas las plantas 
fueron heterocigotas excepto H12 (Tabla 9). Sin embargo, la conclusión final sobre la 
homocigosidad del material genético fue determinada cuando se encontraron bandas 
únicas en todos los loci SSR evaluados, tal como lo menciona Chani et al. (2000). 
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Tabla 9. Condición heterocigota (He) u homocigota (Ho) de cada planta proveniente de 
cultivo de anteras de acuerdo con la amplificación de cuatro marcadores SSR.  
Código 
material 
Número 
cromosómico 
SSR 
77* 
SSR 
123 
SSR 
126 
SSR 
138 
Conclusión 
G2 48 He He He He He 
G1 48  He He He He 
G4 24  He He He He 
H36 Mosaico Ho He He  He 
H56 Mosaico He He He  He 
H21 24  He He He He 
H3 48 Ho He He He He 
H10 32 He He He He He 
H20 24 Ho He He  He 
H24 24 He He He He He 
H32 48  He  He He 
H33 Mosaico He He He He He 
H5 48 Ho    Ho 
H12 32 Ho  He Ho He 
H13 Mosaico Ho He   He 
H14 36 Ho He  He He 
H19 48 Ho He  He He 
H42 24 Ho He  He He 
H7 24 Ho He  He He 
H8 24 Ho He  He He 
H9 24 Ho He  He He 
H11 Mosaico Ho He  He He 
H17 24  He Ho He He 
H31 24 Ho He Ho He He 
H53 24 Ho   He He 
H41 Mosaico  He Ho He He 
H45 48 He He Ho He He 
B4 48  He He He He 
B5 24  He He He He 
I1 48  He He  He 
I2 24  He He  He 
Total de plantas de cultivo 
de anteras heterocigotas 
6 28 16 23 28 
Total de plantas de cultivo 
de anteras homocigotas 
15 0 4 1 1 
*Cuando un parental fue homocigoto no se amplificó el ADN de las plantas provenientes 
del cultivo de anteras de ese individuo, por ese motivo aparecen casillas en blanco. 
 
 
 Análisis de similaridad genética  
 
El análisis de similaridad se basó en una matriz binaria ya que se obtuvieron más de dos 
alelos con algunos marcadores. Así, el índice de Dice (1945), mediante el método 
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UPGMA, definió siete grupos a un coeficiente de similaridad de 0,79 (Figura 7). Los dos 
primeros grupos reunieron el mayor número de individuos, 13 y 19 individuos, 
respectivamente. El primer grupo conglomeró cuatro parentales provenientes de 
Arcabuco (Boyacá) y uno de Alisos en Cómbita; mientras el grupo dos reunió ocho 
parentales de las dos fincas en Cómbita (Boyacá), y un parental proveniente de la finca 
Bracito en Arcabuco, para un total de nueve parentales en este grupo; además de los 
tres ecotipos. De los 9 parentales, 5 presentan un coeficiente de similitud igual a uno, por 
lo que indica copias idénticas de un mismo material. Cabe mencionar, que los 15 
parentales de este trabajo fueron seleccionados en tres fincas de Arcabuco y dos fincas 
en Combita, perteneciendo cinco a Arcabuco y 10 a Cómbita.  
 
Los grupos tres, cuatro, cinco y seis reúnen las plantas provenientes de cultivo de 
anteras indistintamente del número cromosómico; esto se había observado previamente 
en el análisis de bandas por cada gel. Es decir, se obtuvieron plantas generadas con 48 
cromosomas idénticas a la planta parental de la que provienen, por ejemplo el parental 
EE1p y la generada G2 (Figura 7). Por tanto, en estas plantas se mantiene la 
heterocigosidad a nivel molecular observada en el parental. De esta manera, se 
observaron plantas obtenidas por cultivo de anteras, con 24 cromosomas idénticas al 
parental del que proceden, es el caso de EE3p y G4. Finalmente, en el grupo siete hay 
tres individuos con poca similitud genética, entre ellos el parental A13 de la finca Alisos. 
 
En relación con los parámetros estadísticos se encontró un número promedio efectivo de 
alelos de 1,62. El índice de información de Dice fue 0,535. La heterocigosidad media fue 
de 0,366; es decir, un individuo promedio de la población será heterocigótico en un 
36,6% de sus loci. 
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Figura 7. Dendrograma representativo de la similitud genética entre plantas parentales y 
provenientes de cultivo de anteras de P. peruviana, usando el método de agrupamiento 
UPGMA y el coeficiente de similitud genética de Dice. 
 
  
 
Discusión 
Técnica citogenética  
En el ciclo celular se encuentran dos etapas diferenciadas, la primera de ellas es la 
interfase, etapa en la cual cada célula realiza funciones especificas, en este caso, ocurre 
la formación de los tejidos adultos de la raíz. En el presente estudio, este periodo 
comprendió el 95% del ciclo (Tabla 3), lo cual coincide con otras publicaciones en la 
misma especie (Liberato, 2012). La segunda etapa comprende la división celular, esta 
abarcó el 4,9% del ciclo, además se observó una constante actividad a lo largo del ciclo 
de 24 horas (Figura 1), hecho común en células meristemáticas en las cuales hay 
división celular de manera activa. 
 
En los estudios citogenéticos, la determinación del ciclo celular permite conocer la hora 
en la cual se presentan mayor número de células en metafase conocida como hora 
mitótica. En esta fase los cromosomas están compactados por lo cual se facilita el conteo 
después de realizarse la inhibición del huso mitótico. En varias especies se ha observado 
la mayor actividad mitótica en horas de la mañana (Talledo et al., 1993), en este caso se 
observó entre 1 y 2 pm (Figura 1). En uchuva estos resultados han sido variables; al 
respecto, Rodríguez y Bueno (2006) afirman que se encuentra entre 9 y 10 am; Díaz y 
González (2008) reportaron la hora mitótica a las 2 pm para plántulas mantenidas en 
fotoperiodo de 16 horas, mientras en plántulas mantenidas con luz continua el pico 
máximo estuvo a las 4 pm; Liberato (2012) para plantas en condiciones in vitro reporta 
hora mitótica a las 11 am.  
 
Puesto que la actividad mitótica depende de factores como horas luz, temperatura y 
altitud, a esto podría atribuirse la variación observada en los diferentes trabajos. Por 
tanto, para optimizar el proceso de obtención de cromosomas metafásicos se deben 
mantener las condiciones sobre las que se determinó la hora mitótica en cada estudio. 
Estas variaciones según Ackerman (1971) son explicadas por el umbral de absorción de 
nutrientes y agua para suplir las necesidades en las diversas rutas metabólicas, por lo 
cual se incrementa la división celular en los ápices radiculares. 
 
Si la división celular fuera un proceso puntual en relación al tiempo en el que esta ocurre, 
se contaría con 1,3 minutos para realizar la toma de raíces, si se considera el índice de 
fases parciales de 2,16% que se calculó para la hora mitótica. Sin embargo, este lapso 
puede ampliarse a 16 minutos si se toma en cuenta el valor de IF total (Tabla 2). No 
obstante, en los meristemos apicales las tasas de división celular se mantienen 
permanentes y por ende resultan apropiados para estudios citogenéticos. 
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El número cromosómico determinado para el ecotipo Kenia coincide con lo reportado en 
la literatura (Lagos, 2003; Rodríguez y Bueno, 2006). En cuanto al ecotipo Colombia, 
Rodríguez y Bueno (2006) reportaron 32 cromosomas mientras en esta investigación se 
obtuvieron conteos de 48. El material usado por las autoras mencionadas corresponde a 
una colecta en un cultivo comercial en Subachoque, por su parte, el material de este 
trabajo, bajo el mismo nombre, hizo parte de la colección de uchuva de la Universidad de 
Nariño y que fue cedida al banco de germoplasma Nacional administrado por Corpoica. 
Respecto al ecotipo Perú (2n = 44), es la primera vez que se tiene información sobre el 
número cromosómico y éste es un número diferente a lo que se ha reportado tanto en 
materiales silvestres como en otros ecotipos. Puesto que la uchuva es un cultivo que 
pasó de ser silvestre a domesticarse en la huerta de la casa, la estabilización 
cromosómica sería un proceso que aún no se ha logrado y esto posiblemente explicaría 
la variabilidad encontrada. 
 
Por otra parte, en el material parental se encontraron 2n = 4x = 48 y 2n = 4x = 32 (Tabla 
3), este último sólo en un caso de 16 evaluados. Inicialmente, se pretendía hacer 
asociación del material cultivado con los ecotipos a partir del número cromosómico, pero 
esto no fue posible dado que dos de ellos presentaron el mismo número. Por la 
información de productores se asume que el material cultivado es Colombia pero debido 
a que no se cuenta con la certificación genética de la semilla, esta información carece de 
fundamento. La presencia de un parental con 32 cromosomas puede atribuirse a la 
mezcla de semilla y podría estar más relacionado con el material de Subachoque 
reportado por Rodríguez y Bueno (2006). Los ecotipos de uchuva son el resultado de la 
variabilidad genética existente, y debido a esto, se observó a nivel cromosómico una 
variación que permite diferenciar el ecotipo Perú con 44 cromosomas de los ecotipos 
Kenia y Colombia los cuales tienen 48 cromosomas. 
 
En el material derivado de cultivo de anteras se observó variabilidad cromosómica, tanto 
euploidías como aneuploidías (Anexo C). En el cultivo de anteras se espera encontrar en 
mayor proporción plantas con la mitad del número cromosómico de los parentales, en 
este caso aproximadamente el 50% de las plantas obtuvieron esa ploidía. En plantas 
diploides las resultantes con solo la mitad de cromosomas son denominadas haploide, 
mientras que las que contienen el mismo NC son dihaploides o doblehaploides. En un 
23% se encontraron plantas 2n = 4x = 48 (Figura 2) que pueden ser producto de la 
duplicación espontanea durante el desarrollo de  embriones a partir de las microsporas o 
del tejido somático de la antera. Sin embargo, las observaciones realizadas durante el 
desarrollo de los embriones sugieren que las plantas obtenidas se derivaron de las 
microsporas. Una forma de aclarar este punto es comparar el nivel de homocigosis de las 
plantas in vitro con las respectivas plantas donadoras, en términos de segregación, en 
condiciones de campo. Por otra parte, se encontró un 16% de mixoploidías en las plantas 
derivadas de cultivo de anteras (Figura 2), aunque es poco habitual esto puede deberse 
al no apareamiento del juego completo de cromosomas o a la duplicación de algunos de 
ellos. Las mixoploidías se clasifican como aneuploidías ya que no hubo duplicación del 
juego cromosómico completo. Este fenómeno fue observado por Lagos et al. (2005) en el 
análisis meiótico de plantas de campo. Los autores atribuyen la alteración numérica al 
proceso evolutivo en el cual se encuentra la especie.  
 
Según Menzel (1951) el número básico de uchuva es 12, igual que en otras especies de 
la familia Solanaceae. Por tal motivo, se asume que las plantas parentales son 
tetraploides, así como los ecotipos Colombia y Kenia de este estudio. Por su parte, las 
plantas n = 2x = 24 serían haploides con el número gamético de la especie, en las cuales 
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la homocigosis no necesariamente sería una condición obligada producto de la técnica 
del cultivo de anteras, como se ha visto en papa Solanum tuberosum tetraploide 
(Veilleux, 1999). Es decir, la condición tetraploide en cultivo de anteras puede generar 
individuos homocigotos o heterocigotos dependiendo del grado de heterocigosis de la 
planta donadora. Asimismo, las plantas con 32 y 44 cromosomas corresponderían a 
aneuploides en los cuales hubo reducción de cuatro cromosomas.  
 
El cultivo de anteras es una técnica que permite obtener plantas homocigotas en corto 
tiempo. La homocigosis es un estado deseable dentro de los programas de mejoramiento 
ya que permite que se expresen características recesivas positivas o negativas para 
favorecer la selección de nuevos atributos. En uchuva, de acuerdo con el conteo de 
cromosomas, se obtuvieron plantas haploides y doble haploides, las cuales son una base 
para continuar el proceso de mejoramiento a través de la realización de cruzamientos 
para la obtención híbridos comerciales. El conocimiento del número cromosómico de los 
individuos, en un programa de cruzamientos, es un criterio para elegir los parentales para 
un mayor éxito de la descendencia por compatibilidad numérica de cromosomas. 
 
Según Costich et al. (1993) cuando se encuentra en una misma planta diferentes 
números cromosómicos se hace referencia a aneuploides más que mixoploides aunque 
este último término se ha empleado en diferentes reportes. El fenómeno de mixoploidía 
es considerado una inestabilidad genética asociada con la regeneración de plantas in 
vitro a partir de callos no diferenciados, además de otros factores como el tipo y la 
concentración de los reguladores de crecimiento, la duración del cultivo in vitro y el grado 
de endopoliploidía (duplicación de los cromosomas sin la subsecuente cariocinesis y 
citocinesis), así como el tipo de explante empleado (Weber et al., 2008). Debido a que las 
plantas empleadas en esta investigación fueron obtenidas a partir del cultivo in vitro de 
anteras sin la aplicación de agentes que indujeran la duplicación de cromosomas y sin la 
inducción de callos, se asume que los diferentes contenidos cromosómicos están 
relacionados con el proceso activo de división celular en que se encontraban los granos 
de polen y el estrés generado a las anteras producto del pretratamiento con la variación 
de la temperatura. Por su parte, las plantas con 32 cromosomas, posiblemente 
corresponden a un tipo de aneuploidía con pérdida de 4 cromosomas, 2n = 3x = 36-4, si 
se considera 12 como el número básico para Physalis peruviana.  
 
Análisis de citometría de flujo 
 
El análisis de citometría de flujo permitió determinar el contenido de ADN nuclear y el 
nivel de ploidía de 23 plántulas (Tabla 5). Esta información es importante tanto para la 
investigación básica como en el mejoramiento y producción de semillas (Dolezel y 
Bartos, 2005). Además, la información sobre el contenido de ADN puede emplearse para 
estimar el tamaño del genoma, el cual es un primer paso crítico para cualquier tipo de 
programa de investigación genética o genómica. También, es importante para los 
programas de mejoramiento ya que permite establecer relaciones entre genotipos y 
predecir cuales cruces lograrán ser eficaces (Ozkan, 2010). 
 
Con el fin de determinar el contenido de ADN se emplean controles estándar cuyo 
contenido de ADN sea conocido. Para esta investigación se usó un control de origen 
animal, externo a la muestra. Estos pueden ser corridos junto con la muestra, es decir, 
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internamente, o secuencialmente pero en preparaciones diferentes, de manera externa 
(Galbraith et al., 1983). En la literatura existen diferentes tipos de controles tanto 
animales como vegetales, sin embargo, es común el uso de estándares animales para 
determinar el contenido de ADN nuclear de plantas (Galbraith et al., 1983; 
Aramuganathan y Earle, 1991; Bennett y Leitch, 1995; Thompson et al., 1997; Dolezel et 
al., 1998; Dolezel, 2003). A pesar de lo anterior, Dolezel y Bartos (2005) mencionan que 
es más adecuado usar controles vegetales en especies vegetales blanco, y que 
contengan cantidades de ADN similares a la especie objeto de estudio.  
 
En el proceso de determinación del contenido de ADN es muy importante usar controles 
cuyos picos no se sobrelapen con los picos de la muestra para evitar cálculos errados 
(Ozkan, 2010; Obidiegwu et al., 2010). Por ello, algunas veces los controles son 
preparados y corridos independientemente a la muestra. En este trabajo se obtuvieron 
resultados similares usando controles tanto internos como externos, siendo las plantas 
provenientes de cultivo de anteras corridas de manera separada al control por lo cual el 
resultado llega a ser más exacto puesto que se han suprimido posibles ruidos 
ocasionados por controles internos. Por otra parte, ya que los resultados fueron similares 
se considera más conveniente el segundo método, es decir, usar controles externos ya 
que reduce tiempo y costos al preparar las muestras.  
 
En este estudio la cantidad promedio de ADN (2C) para uchuva 2n = 4x = 48 fue de 
10,23 pg (Tabla 6), el cual es significativamente mayor comparado con plantas modelo 
de la familia Solanaceae. Por ejemplo, en papa 2n = 2x = 24 y tomate 2n = 2x = 24 la 
cantidad de ADN es de 1,77 y 2,01 pg, respectivamente (Marie y Brown, 1993). Estas 
diferencias pueden estar asociadas a la presencia de ADN repetitivo en mayor o menor 
grado (Flavell et al., 1997; Martel et al., 1997) haciendo de la uchuva una especie en 
proceso de evolución. 
 
Adicionalmente, se observaron algunas variaciones dentro de cada grupo cromosómico, 
lo cual se reflejó en el análisis de regresión (Figura 4) y podría explicar el poco ajuste de 
la recta (r2=0,72). En el grupo 2n = 4x = 48 el individuo G2 exhibió 15,72 pg (Tabla 6). A 
nivel fenotípico, después de 3 meses en cultivo in vitro esta planta tiene morfología 
similar a los parentales con 48 cromosomas. La diferencia en el contenido de ADN podría 
estar relacionada con mayor tamaño de los cromosomas o a la adición de secuencias 
repetitivas de ADN. Estas secuencias tienen una actividad funcional en dominios 
específicos tales como telómeros y centrómeros (Martel et al., 1997). Además, las 
secuencias de ADN altamente repetitivas alcanzan un nivel que sería estabilizado 
durante la microevolución y selección gradual (Sahoo et al., 2007). 
 
En las plantas con 32 cromosomas y mixoploides se presentó variabilidad en el contenido 
de ADN dentro de cada grupo. En el conjunto de las plantas 2n = 32 cromosomas el 
contenido de ADN fue de 5,15 y 10,29 pg; mientras en el grupo de las mixoploides fue de 
10,03 y 20,08 pg (Tabla 5). El caso más atípico es el de la planta H33, en la cual de 
acuerdo al estudio citogenético hay cinco clases de números cromosómicos 
predominantes 56, 70, 80, 82, 96. A pesar de esta variación en el histograma se observó 
un pico definido (Figura 3e). En el caso de humanos la citometría de flujo ha sido usada 
exitosamente para detectar pérdida o ganancia de ADN nuclear como resultado de 
monosomías, trisomías y otros casos de aneuploidías (Pfosser et al., 1995, Bashir et al., 
1993). Asimismo, ha demostrado ser útil en plantas como banano, centeno y cebada en 
lo que se refiere a diferencias en el contenido de ADN nuclear sin ser preciso en la 
estimación del número cromosómico.  
Discusión 25 
 
 
Debido a que la uchuva es una planta en la que no se ha hecho un estudio extensivo de 
las variaciones en cantidad de ADN no fue posible concluir que éstas se debieran a 
casos de aneuploidías. Roux et al. (2003) en el trabajo con Musa spp. mencionan que 
para lograr la diferenciación es necesario tener bajos coeficientes de variación de los 
picos de ADN; además, tanto el estándar como la muestra deben contener una 
proporción igual de células dentro de cada pico y pequeñas diferencias en el contenido 
de ADN nuclear. Marie y Brown (1993) mencionan que en una subpoblación homogénea 
de núcleos aislados la desviación estándar refleja la imprecisión en el aislamiento de los 
núcleos, tinción y medición; este valor se expresa de manera más adecuada a través del 
coeficiente de variación (CV). Siendo considerados los valores inferiores a tres de gran 
calidad, como los obtenidos en este estudio. 
 
Por otra parte, la determinación del nivel de ploidía de las 23 plántulas (Tabla 5), por 
medio de citometría de flujo, se basó en la correlación con el contenido de ADN nuclear 
(Costich et al., 1993). A pesar de que el conteo de cromosomas usando células de punta 
de raíz es el método más fiable para determinar el nivel de ploidía en plantas, éste es 
dispendioso cuando se tiene gran cantidad de material. Por tanto, el uso de técnicas 
como la citometría de flujo contribuye a disminuir la complejidad y laboriosidad, 
permitiendo optimizar el proceso de determinación de ploidías (Ochatt, 2008).  
Caracterización molecular con marcadores 
microsatélites (SSR) 
El método empleado en la extracción del ADN proporcionó concentraciones suficientes 
para realizar las amplificaciones con los marcadores microsatélites. Sin embargo, este no 
es un factor limitante puesto que los microsatélites requieren pequeñas cantidades de 
ADN para su amplificación, lo cual es una de las principales ventajas de éstos sobre 
otros marcadores basados en PCR (Yadav et al., 2007). Además, la proporción 260/280 
obtenida por cada muestra indica que se obtuvo ADN libre de impureza al encontrarse 
valores entre 1,8 y 2,0 (Sambrook y Russell, 2001).  
 
Amplificación del ADN de lo ecotipos con marcadores 
moleculares SSR 
El genotipado con marcadores moleculares ha sido usado en la identificación de 
cultivares a través de huellas moleculares y selección de genotipos deseables en 
programas de mejoramiento (Lamboy y Alpha, 1998; Chakravarthi y Naravaneni, 2006; 
Islam et al., 2012; Rauscher y Simko, 2013). Con la amplificación de los SSR en los 
ecotipos se pretendió encontrar huellas para identificar cada ecotipo y determinar la 
correspondencia de los materiales cultivados. Sin embargo, la banda de 195 pb 
amplificada con el marcador 112 e identificada como única en el ecotipo Kenia, y la 
banda de 185 pb amplificada con el marcador 68 y exclusiva en el ecotipo Colombia 
(Figura 6 y Tabla 7) no se observó en la amplificación de los parentales. Por lo anterior, 
no fue posible hacer una asociación de los parentales con un ecotipo en particular. La 
ausencia de banda podría atribuirse al origen heterogéneo de las muestras. Además, los 
microsatélites usados fueron diseñados a partir de regiones UTR (Untranslated Regions) 
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(Simbaqueba et al., 2011) las cuales son menos conservadas y por ello, podrían no estar 
presentes en algunos materiales. 
 
Molla et al. (2010) usaron tres marcadores microsatélites como identificadores de ploidía 
en Brassica napus, ya que éstos proporcionaron perfiles alélicos únicos con los cuales se 
estableció la identidad genotípica. En uchuva con los tres marcadores polimórficos se 
observaron uno (1) hasta tres (3) alelos por ecotipo (Tabla 7). De acuerdo a la naturaleza 
tetraploide de los materiales, establecida por citogenética y citometría de flujo, se 
esperaba encontrar cuatro bandas en cada ecotipo. Por tanto, los resultados obtenidos 
con los marcadores no permitieron establecer una relación entre el número de bandas y 
el nivel de ploidía. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Ghislain et al. (2006) 
quienes observaron más de dos alelos para marcadores de locus simple, por lo cual solo 
pudieron identificar materiales genéticos diploides con el uso de SSR. 
Caracterización molecular de las plantas parentales y de las 
plantas obtenidas por cultivo de anteras 
Las anteras están compuestas por células haploides (microsporas) y diploides 
(somáticas), por esto en cultivo in vitro no siempre es predecible una división celular 
selectiva. Por lo tanto, en el cultivo de anteras se pueden encontrar plantas con mezclas 
de niveles de ploidía (Perera et al., 2008). Es por ello que en programas de producción 
de plantas a partir de cultivo de anteras es muy importante su caracterización. En el 
pasado, la identificación de doble haploides se basaba en la homogeneidad de las 
características agronómicas (Kernan y Ferrie, 2005). No obstante, este es un proceso 
sujeto a variaciones ambientales que pueden sesgar los resultados obtenidos. 
Alternativamente, la identificación usando marcadores moleculares podría proporcionar 
un método rápido, eficiente y de bajo costo comparado con el expuesto anteriormente 
(Chen et al., 1998). 
 
Los marcadores microsatélites, de naturaleza codominante, son una herramienta muy útil 
para determinar la condición homocigota o heterocigota de las plantas obtenidas por 
cultivo de anteras. En este caso los SSR 123 y 126 fueron los más informativos ya que 
con estos todos los parentales fueron heterocigotos (Tabla 8), lo que hace posible que se 
rastreen los alelos y se pueda determinar la condición de las plantas provenientes de 
cultivo de anteras. Por su parte, el SSR 77 evidenció diferentes grados de 
heterocigosidad por lo cual este locus no debe ser seleccionado en futuros estudios que 
tengan como objetivo eliminar heterocigotos en una amplificación simple, como si puede 
hacerse con los SSR 123 o 126. 
 
La mayoría de las plantas fueron heterocigotas y pudieron ser originadas a partir del 
tejido diploide de las anteras o por un fenómeno de gametas no reducidas o simplemente 
debido al carácter tetraploide de la uchuva. No obstante, estas plantas se pudieron haber 
desarrollado del proceso esporofítico de las microsporas conservando la heterocigosidad 
debida a una posible herencia tetrasómica. Además, las plantas heterocigóticas con 
homocigosis parcial (Tabla 9) indicarían diferencias genéticas con el parental donante de 
anteras y, por lo tanto, no necesariamente serían originadas de células somáticas (Chani 
et al., 2000).  
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Análisis de similitud genética 
El índice de similitud expresa el grado de parecido entre individuos. En este caso, el valor 
del coeficiente de Dice fue alto (0,79) lo que indica homogeneidad entre muestras. En el 
grupo dos (Figura 7) se observaron cinco parentales con índice igual a uno, esto indica 
que a nivel molecular las plantas son idénticas a pesar de la heterogeneidad observada 
en campo. Por otra parte, plantas provenientes del cultivo de anteras con diferente 
número cromosómico, como se observa en el grupo tres fueron reunidas en un mismo 
grupo. Lo anterior confirma las apreciaciones realizadas en párrafos superiores sobre la 
dificultad de usar estos marcadores para discriminar el nivel de ploidía. Además, la 
heterocigosidad esperada (0,36) indica una probabilidad tan sólo de 0,36 de que dos 
alelos extraídos al azar del conjunto de genes sean diferentes. 
 
Hipotéticamente, si se presentara segregación tetrasómica, con cuatro juegos de 
cromosomas, cada individuo podría contener entre uno y cuatro alelos diferentes. Esto no 
se observó para estos marcadores, ya que el número de alelos efectivos fue de 1,6. Este 
parámetro hace referencia a la capacidad de los alelos de pasar a la siguiente 
generación (Yañez, 2002). 
 
 
 
 
  
 
Conclusiones y perspectivas 
Conclusiones 
La técnica de citogenética convencional permitió identificar el número cromosómico de 
plantas parentales y provenientes de cultivo de anteras. Dentro de las plantas obtenidas 
por cultivo de anteras, se diferenciaron claramente las plantas con el número gamético 
de la especie (haploides); mientras otras tuvieron el mismo número cromosómico de los 
parentales. 
 
El contenido promedio de ADN en plantas con 48 cromosomas, tanto parentales como 
provenientes de cultivo de anteras, fue de 10,74 pg. Además, en plantas 2n = 24 se 
obtuvo en promedio 5,13 pg. 
 
Al realizar el conteo de cromosomas se encontraron plantas mixoploides lo cual no fue 
evidenciado en los histogramas del análisis de citometría de flujo. 
 
Los alelos específicos para los ecotipos no se observaron en las plantas parentales, por 
lo tanto, no fue posible hacer una asociación que permitiera identificar el material 
cultivado en campo con un material de referencia como lo son los ecotipos. 
 
La citogenética y la citometría de flujo permitieron determinar el nivel de ploidía. No 
obstante, en términos de precisión, la citogenética permitió determinar con exactitud el 
número cromosómico y en cuanto a practicidad la citometría de flujo es más conveniente 
para disminuir laboriosidad. Contrariamente, los SSR utilizados no permitieron conocer el 
estado de ploidía de los materiales en estudio. 
 
Perspectivas 
Realizar conteo cromosómico en células meióticas de las plantas provenientes de cultivo 
de anteras, con el fin de determinar número básico de cromosomas. 
 
Sembrar en campo las plantas obtenidas de cultivo de anteras junto con los parentales 
para observar el comportamiento de segregación y de esta manera, confirmar la 
naturaleza heterogénea de los materiales producidos. 
 
Llevar a cabo cultivo de microsporas, especialmente de plantas n = 24, para obtener 
plantas monoploides en las que se pueda hacer doblamiento de cromosomas y de esta 
manera lograr plantas homocigotas. 
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A. Anexo: Material vegetal empleado 
en este estudio 
Código del 
material 
Número 
cromosómico 
Citometría 
de flujo  
Municipio 
(Boyacá) 
Finca Coordenadas 
Altura 
(msnm) 
EE1p 
48 
X Arcabuco El Encanto 
05° 45’ 3,06” 
N, 073° 26’ 
9,36” W 
2643 
G2 
48 
X 
    
G3 
24 
X 
    
EE3p 
48 
X Arcabuco El Encanto 
05° 45’ 3,06” 
N, 073° 26’ 
9,36” W 
2643 
G1 
32-44-46 
X 
    
G4 
24 
X 
    
B4p 
48 
 
Arcabuco El Bracito 
 
2643 
B4 
48 
     
B5p 
48 
 
Arcabuco El Bracito 
 
2643 
B5 
24 
     
LE1p 
48 
X Cómbita 
La 
Esperanza 
05° 41’ 47,5” 
N 073° 18’ 
13,5” W 
2830 
I1 
48 
X 
    
I2 
24 
X 
    
A3p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H36 
34-36-38-42-
56 
     
H56 
48 
     
A5p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
32 Nivel de ploidía de plantas de uchuva 
 
 
Código del 
material 
Número 
cromosómico 
Citometría 
de flujo  
Municipio 
(Boyacá) 
Finca Coordenadas 
Altura 
(msnm) 
H21 
24 
     
A7p 
48 
X Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H3 
48 
     
H10 
32 
     
H20 
24 
     
H24 
24 
X 
    
H30 
24 
X 
    
H32 
48 
     
H33 
56-70-80-82-
96 X 
    
H51 
24 
X 
    
H54 
24 
X 
    
H55 
48 
X 
    
A8p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H5 
48 
     
H12 
32 
     
H13 
36-42-48-56-
66-74-82 
     
H14 
36 
     
H19 
48 
     
A9p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H42 
24 
     
A10p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H7 
24 
     
H8 
24 
     
H9 
24 
     
H11 
40-46-48-54 
     
 33 
 
 
Código del 
material 
Número 
cromosómico 
Citometría 
de flujo  
Municipio 
(Boyacá) 
Finca Coordenadas 
Altura 
(msnm) 
H17 
24 
     
H31 
24 
     
H53 
24 
     
A13p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H6 
24 
     
A16p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H41 
48-52-56-64 
     
A19p 
48 
 
Cómbita Alisos 
05°39′″ N 
73°20′″W 
2900 
H45 
48 
     
G-3p 
32 
X Arcabuco El Guamo 
05º46`30.36’" 
N 
73º28`05.62" 
W 
2560 
K4 
32 
X 
    
K17 
24 
X 
    
K23 
24 
X 
    
K78 
32 
X 
    
G-4p 
48 
 
Arcabuco El Guamo 
05º46`30.36’" 
N 
73º28`05.62" 
W 
2560 
K30 
52-56-66-80 
     
K32 
24 
     
  
 
B. Anexo: Cariotipo de tres ecotipos de uchuva 
COLOMBIA KENIA PERÚ 
2n = 48 2n = 48 2n = 44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 35 
 
 
C. Anexo: Cariotipo de plantas obtenidas por cultivo de 
anteras 
 
DONANTE PROVENIENTE DE CULTIVO DE ANTERAS 
2n = 48 2n = 48 2n =24 2n = 32 Mosaicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
44 chr                       45 chr 
   
 
80 chr                       96 chr 
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